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UTILISATION OLIGONUCLEOTIDES ANTISENS DE NO-SYNTHASE 
INDUCTIBLE DANS LA PREVENTION ET LE TRAITEMENT DE 
L'ISCHEMIE CEREBRALE. 

La presente invention concerne le domaine therapeutique du systeme nerveux central 
5 et plus particulierement 1'utilisation d'oligonucleotides antisens d'une isoforme 
inductible de la synthase du monoxyde d'azote (NO-synthase, NOS, EC 1.14.13.39) 
dans la prevention et le traitement de l'ischemie cerebrale. L'invention se rappone 
egalement a des vecteurs contenant un acide nucleique codant pour lesdits 
oligonucleotides antisens et compositions les contenant. 

10 

L'ischemie cerebrale se caracterise par une baisse du debit sanguin cerebral 
ayant pour consequence un deficit en substrats energetiques indispensables pour le 
cerveau (oxygene et glucose). 

Les consequences de l'ischemie dependent de sa severite (intensite de la chute 
15 du debit sanguin) et de sa duree. La diminution du debit sanguin entraine d'important 
dysfonctionnements cellulaires dont l'augmentation du calcium cytosolique, 
l'activation de nombreuses enzymes a l'origine d'une perte de l'integrite cellulaire et 
la liberation d'acides aminees excitateurs tels que le glutamate et I'aspartate, 
conduisant a la mort neuronale. 

20 

A Theure actuelle, les atteintes ischemiques cerebrates constituent toujours 
Tune des principales causes de mortalite et de morbidite, en raison de Tabsence de 
therapeutiques efficaces. Les modeles experimentaux d'ischemie par occlusion de 
Tanere cerebrale moyenne (ACM) mis au point chez differentes especes animales ont 
25 permis de reveler Teffet neuroprotecteur des strategies consistant, soit a bloquer les 
differents types de recepteurs glutamatergiques, soit a inhiber la liberation de 
glutamate. 

Cependant, il a ete decrit par Margaill et al (1996) que les strategies 
"anti-glutamate", efficaces dans les modeles d'ischemie focale permanente, ne 
30 presentent qu'une fenetre d'opportunite therapeutique etroite dans certains modeles 
d'ischemie focale transitoire. Ceci pouvant etre a l'origine des difficultes actuelles a 
mettre en evidence une activite de ces traitements "antiglutamate" au cours d'essais 
cliniques. 
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Par ailleurs. Margaill et al. (1997) ont demontre qu'une strategic visant a 
inhiber la production de monoxyde dazote (NO) conserve une activite protectrice 
meme lorsque le traitement est instaure 9 heures apres l'ischemie. Cette fenetre 
dopportunite therapeutique, considerablement superieure a celle observee a la suite 
de l'administration dagents agissant sur le glutamate, a incite a poursuivre 
1'exploration des mecanismes tardifs survenant a la suite d'une ischemic En effet. on 
peut faire l'hypothese qu'une strategic therapeutique visant a s'opposer a un 
phenomene deletere tardif pourrait avoir un interet clinique superieur a celui des 
strategies "anti-glutamate". 



Le role deletere de la NO-synthase et en particulier d'une isoforme inductible 
de cette enzyme a ete etabli dans des modeles d'ischemie focale permanente et 
transitoire grace a l'utilisation d'animaux transgeniques chez lesquels un gene codant 
pour une NOS inductible a ete invalide (Iadecola et al., 1997) ou de substrances 
1 5 pharmacologiques inhibitrices de NOS inductible (Parmentier et al., 1 999). 

L'effet d'oligonucleotides antisens de NOS inductible a deja ete etudie dans le 
cas de l'ischemie renale (Noiri et al.. 1996). Les resultats de ces etudes demontrent 
une attenuation des dysfonctionnements des reins chez des rats sujets a des ischemie 
experimentales de ces organes et une amelioration de la viabilite des cellules 
epitheliales renales (Peresleni et al., 1996). 

L'effet d'oligonucleotides antisens de NOS inductible a ete egalement etudie dans le 
cas dune affection du systeme nerveux a caractere immunitaire telle que la sclerose 
en plaque (Ding et al., 1998). Les resultats de cette etude demontrent l'inhibition de 
25 I'induction d'encephalomyelite autoimmune experimentale chez la souris. 

Bien que des etudes aient ete menees avec des antisens, il n'en demeure pas 
moins qu'aucune etude n'a utilise cette strategic pour bloquer specifiquement la 
synthese de NO-synthase inductible et demontrer le role benefique de cette inhibition 
30 dans l'ischemie cerebrale. 

La demanderesse a maintenant demontre un effet therapeutique surprenant de 
protection de cellules bien particulieres, les cellules nerveuses. dans une affection du 
systeme nerveux a caractere metabolique comme l'ischemie cerebrale par 
35 l'administration d'oligonucleotides antisens . - - ' 
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La presente invention se rapporte done a ('utilisation d'oligonucleotides 
antisens d'une isoforme inductible de la NO-synthase pour la protection des cellules 
nerveuses envers les effets deleteres de la surproduction de monoxyde d'azote lors 
5 dune ischemie cerebrale. En particulier, l'invention xoncerne Tutilisation 
d'oligonucleotides antisens d'une isoforme inductible de NO-synthase pour la 
preparation d'un medicament destine a la prevention et la traitement de ischemie 
cerebrale . 

10 On distingue classiquement deux groupes de NO synthase. Les NO synthases 

dites "constitutives" (cNOs) sont presentes a l'etat physiologique et calmoduline 
dependantes. Ces enzymes produisent le monoxyde d'azote (NO) pendant de courtes 
periodes (Bredt et Snyder, 1990 ; Forsterman et al % 1991). Ce NO intervient comme 
mediateur dans de nombreux processus physiologiques tels que la vasodilation et la 

15 neurotransmission. Par des techniques de purification puis de clonage, il a ainsi ete 
identifie une isoforme constitutive neuronale de NO-synthase (Bredt et aL, 1991) et 
une isoforme constitutive endothelial de NO-synthase (Lamas et ai, 1992). 
Les NO synthases inductibles (iNOs) ne sont generalement pas presentes a l'etat 
physiologique mais sont induites a la suite d'une stimulation par des messagers 

20 biologiques telles que des cytokines comme Tinterferon-gamma ou Tinterleukine-l, 
ou des produits bacteriens comme des lipopolysaccharides. Ces enzymes produisent 
le NO en grande quantite et sur de longues periodes et leur activation est 
calmoduline-independante. Le NO produit joue un role deletere dans divers processus 
physiopathologiques. Une NO-synthase inductible a ete clonee a partir de 

25 macrophages de souris (Xie et al., 1992). II a ensuite ete demontre qu'une activite 
NO-synthase pouvait aussi etre induite dans un grand nombre de type cellulaires tels 
que les cellules musculaires lisses, les hepatocytes, les cardiomyocytes, les 
neutrophils, la microglia les astrocytes, les chondrocytes (Nathan, 1992) et 
egalement les neurones (Minc-Golomb et ai, 1992). 

30 

Ainsi, dans le cadre de Tinvention, la NO-synthase a rencontre de Texpression 
de laquelle les oligonucleotides de l'invention sont utilises est de maniere preferee 
une NO synthase inductible (iNOs) ou egalement appelee de type 2. 
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Les oligonucleotides antisens selon Tinvention constituent des sequences 
antisens des ARN messagers de tout ou partie de 1'enzyme NO synthase. Comme cela 
a ete decrit precedemment, les oligonucleotides antisens de l'invention sont de 
maniere preferee diriges contre tout ou partie d'une NO-svnthase inductible 

5 

Selon un premier mode de realisation de l'invention, la sequence des 
oligonucleotides antisens selon l'invention correspond a la sequence SEQ ID N° 1 ou 
l'une des sequences derivees. 

10 Selon une variante de l'invention, la sequence des l'oligonucleotides antisens 

correspond a la sequence SEQ ID N° 2 ou l'une des sequences derivees. 

Par sequence derivee, on entend toute sequence obtenue par modification et 

codant pour un produit conservant la propriete d'inhiber la synthese d'une isoforme 
15 inductible de la NO-synthase. Cette sequence derivee partage en outre 90 % et 

preferentiellement 80 % d'homologie avec la sequence native. 

Par modification, on entend toute mutation, deletion, substitution addition ou 

modification de nature genetique et/ou chimique. Ces modifications peuvent etre 

realisees par des techniques connues de I'homme du metier. 
20 Ces derives peuvent notamment etre des molecules ayant une grande affinite pour 

leurs sites de fixation, des sequences permettant une expression amelioree in vivo, des 

molecules presentant une plus grande resistance aux proteases, des molecules ayant 

une efficacite therapeutique plus grande. 

Parmi les derives preferes, on peut citer plus particulierement les variants 
25 naturels, les molecules dans laquelles un ou plusieurs residus ont ete substitues, les 

derives comportant par rapport a la sequence native des residus suplementaires tels 

que par exemple des signaux de secretions et/ ou de jonction. 

La sequence de l'oligonucleotide antisens telle que decrite precedemment 
30 comprend entre 1 0 et 30 mers et preferentiellement entre 1 5 et 25 mers. 

Un autre objet de l'invention est relatif a un vecteur comprenant dans son 
genome un acide nucleique codant pour l'oligonucleotide antisens selon l'invention. 
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Le vecteur de Invention peut etre par exemple un plasmide. un cosmide ou 
tout ADN encapsule par un virus, un phage, un chromosome artificiel, un virus 
recombinant....]! s'agit de preference d'un plasmide ou d'un virus recombinant. 

5 A titre de vecteurs viraux conformes a 1'invention, on peut tout 

particuiierement citer les vecteurs de type adenovirus, les retrovirus, les virus adeno- 
associes, le virus de l'herpes ou le virus de la vaccine ainsi que les baculovirus. 

Selon un mode prefere de 1'invention le vecteur viral est defectif c'est-a-dire 
10 depourvu des sequences necessaires a sa replication autonome dans les cellules 
cibles. L'obtention de vecteurs viraux defectifs tels que ceux mentiones 
precedemment est maintenant bien connue de I'homme du metier. 

Gencralcmenu la sequence d'acide nucleique comprend un region promotrice 
15 de la transcription fonctionelle. II peut s'agir d'une region promotrice de genes 
eucaryotes ou viraux. 

Par ailleurs, le vecteur peut comporter dans son genome, en particulier en amont de la 
sequence d'acide nucleique codant pour I'oligonucieotide selon 1'invention, une 
sequence signal dirigeant le produit synthetise dans les voies de secretion de la cellule 
20 cible. Cette sequence signal peut etre une sequence signal naturelle ou une sequence 
signal artificielle. 

Le vecteur selon 1'invention peut etre utilise aussi bien dans une approche ex 
vivo ou in vivo. Dans le cadre d'une therapie genique applicable a l'homme, on peut 
envisager une approche ex vivo par greffe de cellules modifiees genetiquement par un 

25 vecteur decrit ci-dessus. Ces cellules peuvent etre d'origines diverses: par exemple 
nerveuses (humaines ou non humaines). L'association de certains medicaments peut 
etre envisagee en vue notamment de d'ameliorer le maintien de la greffe ou 
Texpression du transgene (immunosuppresseurs, anti-complement...). On peut aussi 
envisager l'implantation de cellules genetiquement modifiees par un vecteur de 

30 1'invention apres encapsidation dans un systeme inerte. 
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Pour leur utilisation selon la presente invention, les oligonucleotides antisens 
ou le vecteur les contenant sont preferentiellement associes a un ou des vehicules 
pharmaceutiquement acceptables pour etre formule en vue d'administrations par voie 
topique, orale, parenterals intranasals intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, 
intraoculaire. transdermique, stereotax ique, etc. De preference, les oligonucleotides 
antisens ou le vecteur les contenant sont utilises sous une forme injectable. II peut 
s'agir en particulier de solutions salines (phosphate monosodique, disodique, chlorure 
de sodium, potassium, calcium ou magnesium, etc, ou des melanges de tels sels), 
steriles, isotoniques, ou de compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par 
addition selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, permettent la 
constitution de solutes injectables. Les doses de virus utilisees pour 1'administration 
peuvent etre adaptees en fonction de differents parametres. et notamment en fonction 
du site d'administration considers du nombre d'injections, du gene a exprimer, ou 
encore de la duree du traitement recherchee. D'une maniere generale, les adenovirus 
15 recombinants selon 1'invention sont formules et administres sous forme de doses 
comprises entre 10* et 10*4 pfii, et de preference 10° a 10 10 pfu. Le terme pfu 
("plaque forming unit") correspond au pouvoir infectieux d'une solution de virus, et 
est determine par infection d'une culture cellulaire appropriee, et mesure, 
generalement apres 15 jours, du nombre de plages de cellules infectees. Les 
20 techniques de determination du litre pfu d'une solution virale sont bien documentees 
dans la litterature. 

C'est pourquoi un autre objet de 1'invention reside dans une composition 
pharmaceutique comprenant au moins un vecteur viral ou plasmidique comprenant 
25 dans son genome un acide nucleique codant pour l'oligonucleotide antisens defini 
precedemment. 

Par ailleurs, un autre objet de 1'invention reside dans une composition 
pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle comprend au moins un oligonucleotide 
antisens d'une isoforme inductible de la NO-synthase pour la protection contre 
30 l'ischemie cerebrale. 

Un autre objet de 1'invention est un medicament comprenant au moins un 
oligonucleotide antisens d'une isoforme inductible de la synthase du monoxyde 
d'azote pour la prevention et le traitement de rischemie cerebrale. 
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Un autre objet encore de I'invention se rapporte a l'utilisation d'un vecteur 
decrit precedemment pour la fabrication d'un medicament destine a la prevention et le 
traitement de Pischemie cerebrate. 

AinsL I'invention consiste egalement en un medicament comprenant au moins 
5 un vecteur tel que decrit precedemment et de maniere preferee comprenant au moins 
un vecteur viral ou plasmidique. 

LEGENDE DES FIGURES 

10 Figure 1 : Realisation du modele d'ischemie focale transitoire. Mise en place du 
dispositif d'occlusion temporaire de Partere carotide commune (A) et manoeuvre de 
celui-ci (B). 

Figure 2 : Realisation du modele d'ischemie focale transitoire. Mise en place du 
1 5 dispositif d'occlusion temporaire (microclip) de Tartere cerebrale moyenne. 

Figure 3 : Quantification des atteintes histologiques par coloration au triphenyle- 
tetrazolium. 

20 Figure 4 : Mise en place du guide pour l'injection intracerebroventriculaire 



25 MATERIEL ET METHODES 

Toutes les experiences sont realisees sur des rats males Sprague-Dawley (Iffa 
Credo, France) d'un poids compris entre 300 et 330 grammes. 

30 1. ISCHEMIE CEREBRALE FOCALE TRANSITOIRE 

Le modele d'ischemie focale transitoire pratique necessite une craniectomie 
afin de degager 1'artere cerebrale moyenne (ACM). L'approche subtemporale que 
nous utilisons est celle initialement decrite par Tamura et al. ( 1 98 1 ). 

35 
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1.1. Procedure chiru rgicale 



1.1.1. Abord chirurgical de I'artere cerebrale 



movenne 



Les rats sont anesthesies par injection intraperitoneale (i.p.) d'hydrate de 
chloral (400 mglkg sous un volume de 10 ml/kg). L'animal est ensuite place sur le 
flanc droit sous une loupe binoculaire (Zeiss). Le scalp est incise selon un axe partant 
de l'oreille gauche a l'aide d'un bistouri electrique (ME 80®. Manin). Suivant ce 
meme axe. le muscle temporal est incise et 1'arcade zygomatique retiree. On effectue 
alors autour du foramen ovale une craniectomie de 3 a 4 mm de diametre a l'aide 
d'une fraise dentaire (Minigyr®, Anthogyr. France). La dure-mere est incisee afin de 
degager 1 ACM gauche. 

Durant toute la duree de 1'operation. la temperature rectale des animaux est 
controlee a l'aide de sondes thermiques (Digi-Sense®. Cole-Palmer, Chicago, USA) 
et maintenue a 37,5 ± 0,5 °C grace a une couvenure chauffante. 

1.1.2. Ischemie focale transitoire 

Le modele d'ischemie focale transitoire utilise consiste a occlure de facon 
reversible 1ACM gauche a l'aide d'un microclip. A cette occlusion, est associe le 
clampage de 1'artere carotide commune ipsilaterale (ACCi). Pour cela, les rats, 
anesthesies par injection intraperitoneale d'hydrate de chloral (400 mg/kg sous un 
volume de 10 ml/kg), sont places en decubitus dorsal. Une incision longitudinale est 
effectuee dans la region tracheenne, 1ACC est degagee et isolee du nerf vague a l'aide 
d'un tube de silicone (Silastic®, ref. 602-7, Sigma), sur lequel est enfile une pastille 
d'environ 5 mm de diametre egalement en silicone (Silastic®, ref. 500-135, Sigma) 
prealablement percee de deux trous. Les bouts libres du tube de silicone sont noues 
comme indique dans la figure 1A. L'ACC est ainsi prete pour le clampage qui sera 
effectue immediatement apres la mise en place du microclip sur l'ACM. 

L'approche chirurgicale de l'ACM est celle decrite au paragraphe 1.1.1. 
Celle-ci est ensuite occluse au niveau de sa partie proximale. en amont de I'artere 
lenticulo-striee, par un microclip (zen type temporary clip, 15 mm x 0,4 Ohwa 
Tsusho Co., Ltd Tokyo, Japon) enfonce perpendiculairement a la surface du cerveau. 
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a 1'aide d'une pince speciale (zen type clip applier, 15 cm. Ohwa Tsusho Co., Ltd 
Tokyo, Japon) (Figure 2). L'incision des plans cutanes superficiels est ensuite 
refermee par une agrafe chirurgicale. 

5 On effectue enfln le clampage de TACC en enfilant sur le tube de silicone un 

embout bleu de pipette Gilson® (Polylabo) prealablement coupe a ses deux 
extremites et fendu dans sa partie superieure; en tirant sur le fil et en le coin^ant dans 
cette feme, on interrompt la circulation carotidienne (Figure IB). 

10 Au terme de la duree d'occlusion souhaitee, les animaux sont a nouveau 

anesthesies par l'hydrate de chloral. L'incision est re-ouvene et le microclip ainsi que 
le clampage carotidien sont retires. Les incisions temporale et tracheenne sont alors 
definitivement refermees a 1'aide d'agrafes. Les animaux sont places dans des 
enceintes thermostatees a 29°C jusqu'a leur reveil puis remis a l'animalerie jusqu'a 

15 leur euthanasie. Les animaux, ayant de la difficulte pour macher, sont nourris avec 
des granules prealablement ramollis dans de I'eau. 

1.2. Mesure des variables physiologiques 

20 Pour la mesure de la pression arterielle moyenne (PA moyenne), la pression 

partielle en 0 : (pO : ), la pression partielle en CO, (pC0 2 ) et le pH, un catheter en 
polyethylene (Biotrol®, ref. E03403) est introduit des Tanesthesie des animaux dans 
Tartere de la queue. Le catheter est relie a un robinet a trois voies; Tune sert au 
prelevement de sang pour Tanalyse de la pO : , de la pCO : et du pH par un analyseur 

25 des gaz du sang (ABL 330, Radiometer®, Copenhagen); 1'autre est branchee sur un 
capteur (EMKA Technologies, Paris), relie a un enregistreur (SEFRAM, Paris), pour 
la mesure de la PA moyenne. 

Ce dispositif necessite l'heparinisation des animaux. Une solution d'heparine 
30 (solution injectable d^eparine Choay®) a 50 Ul/ml de solute physiologique est 
preparee. Deux cent microlitres de cette solution sont injectes par le robinet des la 
pose du catheter, puis a chaque prelevement de sang. Les animaux sont maintenus en 
normothennie pendant toute la duree des mesures a Taide d'une couverture 
chauffante. 

35 
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Trois mesures des variables physiologiques sont effectives, l'une 
immediatement avant le clampage des arteres, la seconde 30 minutes apres le 
clampage des arteres, enfin la troisieme est realisee 30 minutes apres le declampage 
des arteres. Simultanement, la temperature rectale des animaux est relevee, afin de 
5 verifier leur normothermie. A la fin de I'experience, le catheter est retire et l'artere de 
la queue occluse a l'aide d'un fil. 

II faut noter que les animaux sont maintenus anesthesies durant la mesure des 
variables physiologiques. 

10 

1.3. Mesure du debit sanguin cerebral 

La mesure du debit sanguin cerebral est realisee a l'aide dun laser-Doppler 
(Laseflow BPM2(E Vasamedics). Les animaux anesthesies par une solution d'hydrate 

15 de chloral (400 mg/kg sous un volume de 10 ml/kg) sont places en contention 
stereotaxique. La surface du crane est rasee et une incision est effectuee de maniere a 
degager le calvarium. Un orifice est perce pour permettre Introduction de la sonde a 
laser-Doppler dans la. region choisie. Le debit sanguin cerebral (DSC) est mesure 
dans une zone correspondant.a la penombre de 1'infarctus. Les coordonnees de la 

20 mesure ont ete determinees a l'aide de I'Atlas Paxinos et Watson ( 1 986): 

• Antero-posteriorite: 4,2 mm par rapport a la ligne inter-aurale. 
- Lateralite: -3 mm par rapport au bregma. 

25 

La sonde est placee a la surface du cortex en contact de la dure-mere. La 
sonde est maintenue au niveau de son site de mesure grace a un support en 
polyethylene colle a Tos du crane avec une colle de type cyanolit®. Uanimal est alors 
retire de Tappareil stereotaxique et on peut commencer la procedure chirurgicale 
30 d'ischemie. 
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1.4. Quantification des atteintes fonctionnelles 

1.4.1. Perte dc poids 

5 

La perte de poids des animaux est evaluee par la difference entre le poids 
avant la realisation de 1'ischemie et le poids le jour de 1'euthanasie. 

1.4.2. Deficit neurologique 

10 

L'examen neurologique consiste en une evaluation de la presence de differents 
reflexes et de reactions comportementales. 

Les perturbations neurologiques sont evaluees a I'aide des tests suivants: 

15 

- Le reflexe d'agrippement au niveau de chacune des panes anterieures. 
Score = 1 : capable de s'agripper / 0: ne s'agrippe pas. 

Total = 1 pour'chaque cote. 

- Les reactions de placement visuel au niveau de chacune des panes anterieures. 
20 Score = 1 : capable de se placer / 0: ne se place pas. 

Total = 1 pour chaque cote. 

- Les reactions de perte d'appui au niveau de chaicune des pattes anterieures et 
posterieures. 

Score = 1 : prend son appui / 0: ne prend pas son appui. 
25 Total = 2 pour chaque cote. 

- Le reflexe de redressement avec le test de rotation. 
Score = 1 : rotation dans le sens oppose / 0: pas de rotation. 
Total = 1 pour chaque cote. . 

Le score neurologique global est done pour chaque cote egal a 5. 

30 

1.5. Quantification des atteintes histologiques 

L'euthanasie des rats est realisee par l'injection d'une dose massive de 
pentobarbital sodique (120 mg/kg, i.p.) (Sanofi). Leurs cerveaux sont preleves et 
35 coupes en 7 sections coronales de 2- mm d'epaisseurs aTaide d'une rnatrice-pour 
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cerveaux de rats. Elles sont prelevees apartir du niveau d'anteriorite 13.7 par rapport a 
la iigne inter-aurale et ceci tous les 2 mm jusqu'au niveau d'anteriorite 1 ,7. 

1) Coloration 

Les coupes fraichement prelevees sont immergees dans une solution a 2% de 
chlorhydrate de triphenyl-tetrazolium (TTC) (Sigma) pendant 20 minutes a 
temperature ambiante. Cette solution entraine la coloration des zones saines en rose 
alors que les zones necrosees ne se colorent pas. Les coupes sont ensuite fixees dans 
une solution a 4% de paraformaldehyde (PFA, Sigma) dans un tampon phosphate 
sodique a 50 mM (pH 7) et placees a 1'obscurite. Les surfaces d'infarctus peuvent 
alors etre mesurees 24 heures apres la coloration (Figure 3). 

3) Q uantification des atteintes histologiques 



Les coupes sont examinees a l'aide d'un systeme d'analyse d'image 
(IMSTAR®. Paris, France). Les zones d'infarctus corticales et striatales sont 
delimitees a l'aide d'un curseur et leur surface mesuree par I'ordinateur. Nous 
determinons egalement la surface de I'hemisphere droit et de I'hemisphere gauche 

20 afin d'evaluer 1'oedeme cerebral pour chacune des coupes frontales digitalisees. Les 
surfaces de necrose mesurees sont alors corrigees en fonction de cet oedeme 
(c'est-a-dire multiplies par le rapport de la surface de rhemisphere droit sur la 
surface de rhemisphere gauche). Le volume de l'infarctus pourra alors etre calcule en 
fonction des valeurs de surfaces de necrose corrigees et de la distance separant 

25 chacun des niveaux de coupe. 



L'oedeme est calcule de la facon suivante: (surface de rhemisphere gauche - surface 
de I'hemisphere droit / surface de I'hemisphere droit) 

2. INJECTION INTRACEREBROVENTRICULAIRE CHFZ LE RAT 



La voie d'administration choisie pour l'etude de reflet des oligonucleotidiques 
antisens anti-NOS inductible a necessite la mise en place d'un guide, 5 jours avant le 
35 premier traitement (Figure 4). 
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2.1, Mise en place du guide 

Un guide d'une longueur de 8 mm, realise a partir dune aiguille de calibre 
5 25G (Terumo®), est fixe sur le micromanipulateur d'un appareil stereotaxique (David 
Kopf®, etablissement Roucaire). 

Les rats sont anesthesies par Thydrate de chloral (400 mg/kg, i.p.) puis places 
en contention stereotaxique. La surface du crane est rasee et une incision est effectuee 
10 de maniere a decouvrir la boite cranienne; le calvarium est degage. Un orifice est 
perce a la verticale du ventricule gauche selon les coordonnees determinees a l'aide 
de r Atlas Paxinos et Watson ( 1 986): 

- Antero-posteriorite: 0,8 mm par rapport au bregma 
15 -Lateralite: 1,5 mm par rapport au bregma. 

Le guide est ensuite amene a l'aide du micromanipulateur a la surface de la 
dure-mere de maniere a induire le moins possible de lesion. 

20 On fixe ensuite le guide a la boite cranienne par du ciment dentaire (AP9, 

AtlanticCodental) et deux vis d'ancrage. On peut alors detacher le guide du 
micromanipulateur. L'animal est retire de l'appareil stereotaxique et remis dans des 
conditions normales de stabulation a Tanimalerie. 

25 2.2. Protocole d'injection des oligonucleotides antisens anti-NOS inductible 

Les antisens anti-NOS inductible ont ete synthetises a l'aide d'un synthetiseur 
automatique. Les traitements debutent 5 jours apres la mise en place du guide. 
L'aiguille d'injection est fconstituee d'une aiguille dentaire de calibre 30G (Sofijet®), 

30 sur laquelle un butoir, constitue d'un tron?on d'aiguille de calibre 23G (Terumo®) a 
ete prealablement colle a Taide de colle de type cyanolit®, a 1 1 mm de l'extremite du 
biseau de l'aiguille dentaire. De cette maniere, lorsque l'aiguille est enfoncee dans son 
guide jusqu'au butoir, le milieu de son biseau se trouve a 3,5 mm de la surface du 
crane, ce qui d'apres TAtlas de Paxinos et Watson (1986) correspond au centre du 

35 ventricule. 
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EXEMPLES 

EXEMPLE A : Administration des oligonucleotides antisens de Pinvention 

5 Les oligonucleotides sont administres en solution dans du liquide 

cephalorachidien artificiel (Dulbecco, Sigma, ref. D8662) a une concentration de 1 
nmole/^1. Trois nanomoles des differentes sequences (SEQ ID n°l et n° 2) sont 
injectes sous un volume de 3 nl en 2 minutes a Taide d'une pompe a perfusion (debit 
de 1,5 jil/min), 12 heures avant l'ischemie, juste avant l'ischemie, puis toutes les 12 
10 heures jusqu'a l'euthanasie des animaux, 3 jours apres l'ischemie. Les animaux 
servant de temoins pour le solvant re?oivent, selon le meme protocole, une injection 
de liquide cephalorachidien artificiel. 

La sequence antisens (AS) ou oligonucleotide antisens, sa sequence controle 
15 ou le solvant sont administres selon le protocole decrit precedemment. Trois jours 
apres l'ischemie, les animaux sont euthanasies et leur cerveau est preleve et coupe en 
7 sections coronales de 2 mm d'epaisseur a 1'aide d'une matrice. La quatrieme coupe 
est isolee et dissequee sur de la glace. Au niveau de cette coupe, un echantillon 
contenant a la fois l'infarctus cortical (excepte la zone du clip) et l'infarctus striatal est 
20 preleve et congele a -40°C pour le dosage des activites NOS et de la production de 
nitrotyrosine. Ces dosages sont aussi realises chez des animaux temoins-operes, mais 
non-traites, et chez des rats temoins non-operes. Les 6 autres coupes sont immergees 
dans une solution de TTC a 2% pour la mesure des surfaces d'infarctus. Malgre 
Tabsence de la quatrieme coupe, le volume total de l'infarctus peut etre determine, 
25 puisque la surface de l'infarctus correspondant a la quatrieme coupe, est identique a 
celle mesuree au dos de la troisieme coupe. 

EXEMPLE B : Effet de Toligonucleotide antisens AS et de sa sequence controle 
30 sur les atteintes histologiques et fonctionnelles 

Le but de cet exemple est de demontrer une amelioration histologique et 
fonctionelle par rapport a la sequence controle, par Taction de Toligonucleotide de 
Tinvention, mesurees au travers des parametres indicateurs des atteintes 
35 fonctionnelles et histologiques. Les traitements sont injectes par voie 
intracerebroventriculaire comme decrit dans Texemple A (dose de .3 nmoles 
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(Inmole/ul) 12 heures avant l'ischemie. juste avant l'ischemie. puis toutes les 12 
heures jusqu'a 1'euthanasie des animaux. 3 jours apres l'ischemie). 

1 ) Volumes des infarctus 

5 

Trois jours apres l'ischemie, les animaux temoins avant regu le solvant ont 
des volumes d'infarctus corticaux et striataux respectivement de 1 12 ± 7 et 42 = 2 
mm 3 . Ces volumes ne sont pas significativement modifies par la sequence controle. 
Par contre, les rats traites par la sequence AS presentent des volumes d'infarctus 

10 corticaux reduits de 25 a 50 % par rapport a ceux des animaux traites par le solvant, 
et ceux des rats traites par la sequence controle. Les volumes des infarctus striataux 
ne sont pas significativement affectes ni par la sequence AS. ni par sa sequence 
controle. La reduction de 1'infarctus s'exerce aux niveaux des sections comprises entre 
11,7 et 9,7 mm par rapport a la ligne inter-aurale. ce qui correspond a la partie 

1 5 anterieure de 1'infarctus. 

2) Score neurologique 

Les animaux temoins-operes ont un score neurologique egal a 5 pour les 
20 cotes gauche et droit. L'ischemie induit un deficit neurologique marque du cote droit. 
Le traitement par la sequence controle ne modifie pas ce deficit neurologique. En 
revanche, le traitement par la sequence AS reduit significativement le deficit du cote 
droit par rapport a celui des animaux traites par le solvant, et par rapport a celui des 
rats traites par la sequence controle. 

25 

3) Perte de poids 

L'evolution de la perte de poids au cours des jours qui suivent l'ischemie des 
animaux traites, soit par la sequence AS, soit par sa sequence controle, soit par le 
30 solvant a ete mesuree ainsi que chez des animaux temoins-operes . 

Les animaux temoins-operes perdent en moyenne 7 grammes pendant les deux 
jours apres l'intervention, puis ils retrouvent leur poids initial. Apres l'ischemie, les 
animaux perdent en moyenne 36 ± 3 g le premier jour suivant rintervention , 52 ± 2 g 
35 a 2 jours et 66 ± 3 g a 3 jours. Le traitement par la sequence controle n'affecte pas 



BNSDOCID: <WO 0066725A1_I_> 



WO 00/66725 



PCT/FR00/O1191 



16 



cette chute progressive de poids. Par contre. les rats traites par la sequence AS 
presentent, 2 jours apres I'ischemie. une perte de poids reduite comprise entre 10 et 
30% par rapport a celles induites chez les animaux traites par le solvant ou chez les 
rats traites par la sequence controle. Trois jours apres I'ischemie. la perte de poids 
5 n'est plus modifiee par le traitement par la sequence AS. 

Par la mesure des differentes parametres ci-desus, cet exemple demontre que 
les animaux traites par les oligonucleotides antisens presentent. 3 jours apres 
I'ischemie. une reduction comprise entre 25 et 50 % des volumes de l'infarctus 
cortical et une amelioration marquee des performances sensorimotrices. Cet exemple 
a egalement permis de mettre en evidence que le traitement par la sequence controle 
de I'antisens n'exerce aucun effet, ni sur la taille des lesions ni sur les atteintes 
fonctionnelles. Cette absence d'effet de la sequence controle demontre bien que 1'effet 
de l'oligonucleotide antisens n'est pas lie a une activite non specifique, mais resulte de 
1 5 l'inhibition de la synthese d'une NO-synthase inductible. 



10 



20 



EXEMPLE C : Effet de l'oligonucleotide antisens AS et de sa sequence controle 
sur le dosage des activites NO-synthases 

Le but de cet exemple est de demontrer que l'administration d'oligonucleotides 
antisens selon l'invention permet une reduction de 1'activite NOS 
calcium-independante induite par I'ischemie. 

25 Les activites NOS calcium-dependante et calcium-independante des animaux 

traites, soit par la sequence AS. soit par sa sequence controle, soil par le solvant ont 
ete evaluees ainsi que chez des rats temoins-operes et chez des rats controles 
non-operes. 

30 1) Activite NO-synthase calcium-dependante 

L'ischemie induit une diminution de 1'activite NOS calcium-dependante par 
rapport aux animaux temoins-operes et temoins non-operes. Les traitements par la 
sequence AS et sa sequence controle sont sans effet sur cette activite. 
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2) Activite NO-synthase calcium-independante 

L'ischemie induit une augmentation de l'activite NOS calcium-independante 
5 d'un facteur 6 a 10 par rapport aux animaux temoins-operes et temoins non-operes. 
Le traitement par la sequence controle ne modifie pas significativement cette activite. 
Par contre, le traitement par la sequence AS entraine une reduction de 25 a 50 % de 
l'activite NOS calcium-independante induite par l'ischemie. 

10 Les resultats dc cet exemple demontrent que I'administration 

d'oligonucleotides antisens selon l'invention permet avantageusement de reduire 
l'activite NOS calcium-independante induite par l'ischemie dans les cellules 
nerveuses. 

Ces resultats montrent en outre, que le traitement par l'antisens reduit entre 25 
15 et 50 % l'activite NOS inductible trois jours apres l'ischemie, alors que sa sequence 
controle est depourvue d'effet significatif sur cette activite enzymatique. En revanche, 
l'antisens comme son controle ne modifie pas l'activite NOS constitutive. Ces... 
donnees revelent 1'inactivite de la sequence controle et I'effet inhibiteur specifique de 
l'antisens de 1'invention sur la synthese de la NOS 2. De plus, la reduction de l'activite 
20 NOS 2 associee a I'effet neuroprotecteur, observee chez les animaux traites par 
l'antisens, suggere que l'antisens exerce son effet benefique via l'inhibition de la 
synthese de la NOS 2. 

EXEMPLE D : Effet dc ['oligonucleotide antisens AS et de sa sequence controle 
25 sur la production de nitrotyrosine 

La production de nitrotyrosine des animaux traites, soit par la sequence AS, 
soit par sa sequence controle, soit par le solvant a ete evaluee ainsi chez des rats 
temoins-operes et chez des rats temoins non-operes . 

30 

Trois jours apres l'ischemie, la production de nitrotyrosine est augmentee d'un 
facteur 2 par rapport a celles des animaux temoins-operes et temoins non-operes. La 
sequence controle ne modifie pas cette production. En revanche, le traitement par la 
sequence AS reduit d'environ un tiers 1'augmentation des quantites de nitrotyrosine 
35 induite par Tischemie. 
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Cel exemple demontre l'effet de 1'antisens de invention sur la production des 
peroxynitrites. les principaux metabolites toxiques du NO. Cette production a ete 
evaluee par le dosage de la nitrotyrosine. Les resultats montrent que le traitement par 
1'antisens reduit d'environ 1/3 I'augmentation de la production de nitrotyrosine induite 
par l'ischemie, alors que la sequence controle n'exerce aucun effet significatif sur 
cette production. 

De plus, il faut remarquer que importance de la reduction de la formation de 
peroxynitrites sous l'effet de 1'antisens est du meme ordre que inhibition de l'activite 
NOS inductible. Cette donnee semble indiquer que les peroxynitrites sont issus du 
NO produit par l'activation dune NOS inductible. Ainsi. 1'antisens en inhibant la 
synthese dune NOS inductible reduit la formation des peroxynitrites. Cet effet 
associe a la neuroprotection suggere en outre que les peroxynitrites sont responsables 
des effets deleteres de l'activation d'une NOS inductible. 



EXEMPLE E : Effet de I'oligonucleotide antisens AS et de sa sequence controle 
sur les variables physiologiques 

20 Les variables physiologiques des animaux traites, soit par la sequence AS, soit 

par sa sequence controle, soit par le solvant ont ete mesurees. 

Les animaux temoins presentent des valeurs physiologiques de pression 
arterielle moyenne, pO : , pCO,, pH et temperature rectale qui ne sont pas modifiees ni 
25 par l'ischemie, ni par la reperfusion. Les traitements par la sequence AS et sa 
sequence controle sont sans effet sur ces variables physiologiques. 
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REVINDICATIONS 

I. Utilisation ^oligonucleotides antisens d'une isoforme inductible de la synthase du 
monoxyde d azote (iNOS) pour la pr , paration ^ ^ ^ ^ 

5 prevention et le traitement de Hschemie cerebrale. 

1 Utilisation selon .a revendication 1, caracterisee en ce que les oligonucleotides 
anusens sont antisens pour tout ou partie de la NO-synthase inductible. 

10 3. Oligonucleotides antisens tel que decrit selon la revendication 2, caracterise en ce 
que la sequence des oligonucleotides correspond a la sequence presentee en SEQ ID 
N I ou 1 une des sequences derivees. 



4. Oligonucleotides amisens ,el q „e decri, selon la revend.calion 2. caracerisee en ce 
que la sequence des oligonucleo.ides correspond I ,a sequence presen.ee en SEQ ,D 
N 2 ou 1 une des sequences derivees. 

5. Oligonucleotides antisens tel que decrit selon la revendication 2. caracterises en ce 
que la sequence des oligonucleotides comprend entre 1 0 et 30 mers. 

^OligonuCeotides antisens tel que decrit selon ,a revendication 2, caracterisee en ce 
que la sequence des oligonucleotides comprend entre 1 5 et 25 mers. 

^5 al^e7 0 d Siti0n C T Ct ' riS ' e " " qU " el!e C ° mPrend " m ° inS U " o'^nucleotide 
-5 ant.sens d une isoforme mductible de la synthase du monoxyde d'azote pour la 
prevention et le traitement de Tischemie cerebrale. 



30 



8. Vecteur comprenant dans son genome un acide nucleique codant pour les 
ohgonucleot.des antisens tel que decrit selon la revendication 1 . 



9. Vecteur selon la revendication 8, caracterise en ce qu'il s'agit d'un vecteur 
plasmidique. 

35 rl V Z;. Sd0 " 12 reVendiCa ' i0n * CaraC ' iriS< " ~ "* *" *» 
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11. Virus tel que decrit selon la revendication 10, caracterise en ce qu'il est defectif. 

12. Virus selon la revendication 1 1, caracterisee en ce qu'il s'agit d'un adenovirus, un 
retrovirus, un virus adeno-associe, un herpes virus, le virus de la vaccine 

5 

13. Utilisation d'un vecteur tel que decrit selon l'une des revindications 8 a 12 pour la 
fabrication d'un medicament destine a la prevention et le traitement de l'ischemie 
cerebrale. 

10 14. Composition comprenant au moins un vecteur tel que decrit selon les 
revendications 8 a 12. 

15. Medicament comprenant au moins un vecteur tel que decrit selon les 
revendications 8 a 12. 
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16. Medicament comprenant au moins un oligonucleotide antisens d'une isoforme 
inductible de la synthase du monoxyde d'azote pour la prevention et le traitement de 
Tischemie cerebrale. 
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